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RESUMO – O crescimento do oócito dentro do folículo
ovariano é determinado por vários fatores que
influenciam sua viabilidade e competência para o
desenvolvimento in vitro. Estes fatores incluem tamanho
folicular, dia do ciclo estral, nível de atresia e influência
de outros folículos, tal como o folículo dominante (FD).
A fase de seleção do FD é visualizada por ultra-
sonografia como um rápido aumento no diâmetro do
FD, enquanto os outros folículos da mesma onda
cessam seu crescimento e/ou regridem. Estas
mudanças que ocorrem no diâmetro refletem as
importantes alterações endócrinas, parácrinas e
autócrinas que acompanham ou antecedem este
momento crítico do desenvolvimento folicular e, por sua
vez, podem influenciar a qualidade do oócito e a
competência para o desenvolvimento in vitro. A
aspiração folicular conduzida por ultra-sonografia e
posterior fecundação in vitro dos oócitos obtidos de
doadoras vivas e de alto valor genético tem sido uma
técnica em franca ascensão no mundo, sobretudo
devido ao importante incremento no melhoramento
genético do rebanho. Porém, existe variabilidade nos
resultados do desenvolvimento in vitro de embriões
bovino e, em média, apenas 30% a 40% dos oócitos
maturados se desenvolvem até o estádio de blastocisto.
Palavras-chave: divergência folicular, folículo
dominante, aspiração folicular, oócito.
ABSTRACT – The oocyte growth in the ovarian follicle
is determined by several factors which influence its
viability and ability for the in vitro development. These
factors include: follicular size, estrous cycle day, atresy
level and influence of other follicles, such as dominant
follicle (DF). The phase of DF selection is visualized by
ultrasound as it increases in the diameter of the DF, while
other wave follicles stop their growth or undergo
regression. These  changes that occur in the  diameter
reflect the important endocrine,  paracrines and
autocrines alterations that follow or precede this critical
moment of the folicle development; in turn, they can
influence the oocyte quality and the ability to the in vitro
development. The ovum pick-up following in vitro
fertilization (IVF) of the oocyte from gotten alive givers
and high genetic value has been one of the expanding
technique in the world, over all regard to the important
genetic increment in the improvement of the flock.
However, variability in the results of the in vitro
embryo bovine development exists and, in average,
only 30% to 40% of the matured oocyte will develop
until blastocyst.
Key-words: follicular deviation, dominant follicle, OPU-
IVF, oocyte.
Introdução
A obtenção de embriões pela técnica de produção
in vitro tem crescido nos últimos anos, sobretudo em
bovinos onde está mais evoluída. O incremento na
proporção de embriões produzido in vitro, oriundo de
oócitos colhidos de doadoras vivas pela aspiração
folicular guiada por ultra-sonografia (Ovum Pick-up,
OPU), tem sido utilizado, no entanto a proporção de
embriões produzidos ainda permanece baixo. Portanto,
para otimizar a utilização da aspiração folicular em
termos de número e qualidade dos complexos cumulus
oócitos (COCs) recuperados e a competência para o
desenvolvimento in vitro é necessário conhecer melhor
a fisiologia reprodutiva da fêmea bovina, principalmente
no que diz respeito à foliculogênese e seu controle
endócrino.
Dinâmica Folicular
O processo contínuo de crescimento e atresia dos
folículos que leva ao desenvolvimento do folículo pré-
ovulatório é conhecido como dinâmica folicular,
enquanto que o padrão de crescimento e atresia de um
grupo de folículos ovarianos é denominado onda de
crescimento folicular (LUCY et al., 1992). A dinâmica
folicular em novilhas ou vacas zebuínas e européias tem
sido caracterizada desde a década de 80 pela ultra-
sonografia diária e apresenta-se em um padrão de duas
(PIERSON e GINTHER, 1988; GINTHER et al., 1989;
FIGUEIREDO et al., 1997) ou três (SAVIO et al., 1988;
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GAMBINI et al., 1998; CASTILHO et al., 2000) ondas
de crescimento folicular durante o ciclo estral.
Cada onda folicular é composta por uma fase de
recrutamento, no qual um grupo de folículos primordiais
e primários inicia seu crescimento. Dentre estes, um
folículo é selecionado, não sofre atresia e
potencialmente pode chegar a ovular (fase de seleção).
O folículo selecionado passa a exercer dominância (fase
de dominância) sobre os demais folículos, suprimindo
o crescimento dos mesmos e inibindo o recrutamento
de um novo grupo de folículos (GINTHER et al., 1996;
GINTHER et al.,1989; SIROIS e FORTUNE, 1990).
A seleção do FD capaz de ovular dentro de um grupo
de folículos antrais é um processo dinâmico regulado
por interações entre gonadotrofinas, fatores de
crescimento e substâncias intra-ovarianas (AUSTIN et
al., 2001; YUAN et al., 1998), resultando em uma fase
de transição crítica para o desenvolvimento folicular.
Divergência no crescimento folicular
O sinal mais evidente para a seleção folicular é
observado pela ultra-sonografia ovariana seriada como
uma divergência no diâmetro do folículo dominante (FD)
em relação ao maior folículo subordinado (FS), ou seja
o FD continua crescendo, ao passo que os FS diminui
ou cessa seu crescimento. O termo divergência foi
primeiramente proposto e definido por GINTHER et al.
(1996) como o momento no qual se observa o início da
maior diferença nas taxas de crescimento entre o futuro
FD e o maior subordinado.
Em novilhas da raça Holandesa, após mensurações
seriadas do diâmetro dos dois maiores folículos
ovarianos, foi observado que a divergência na taxa de
crescimento ocorre em média 2,8 dias após a
emergência da primeira onda folicular, quando o futuro
FD apresenta um diâmetro médio de 8,5 mm e o maior
FS 7,2 mm (GINTHER et al., 1996 e 1997). O futuro
FD de 3 mm foi detectado em média 6 horas antes do
maior subordinado, sendo que os dois demonstraram
um crescimento paralelo até a divergência (GINTHER
at al., 1997 e 1999).
Estes resultados sugerem que o mecanismo de
divergência foi ativado quando o futuro FD alcançou
um diâmetro determinante (8,5 mm), o qual foi concluído
antes que o FS alcançasse um diâmetro similar
(KULICK et al., 1999). Em novilhas da raça Nelore,
CASTILHO (2003) estudando a seleção folicular
observou que em média 84 horas após a ovulação o
maior folículo subordinado medindo 5,5 mm cessa seu
crescimento, enquanto o futuro dominante com 7,5 mm
continua a se desenvolver.
Hormônio Folículo Estimulante (FSH)
Existe uma relação entre a concentração de FSH e
a seleção do FD, quando a concentração de FSH
declina o FD continua se desenvolvendo. Existe um
aumento na concentração sérica de FSH antecedendo
em 1 a 2 dias a emergência de cada onda , o qual
diminui após a seleção do FD (ADAMS et al.,1992;
GIBBONS et al., 1999). Em novilhas da raça Nelore,
24 horas antes da divergência no crescimento folicular,
durante a primeira onda folicular, observou-se a menor
concentração plasmática de FSH (CASTILHO, 2003).
As concentrações de FSH são mantidas em níveis
basais até o FD perder sua dominância, resultando em
novo aumento nos níveis de FSH e subseqüente
emergência da próxima onda folicular
(BODENSTEINER et al., 1996).
Alguns trabalhos têm demonstrado que qualquer
folículo saudável ou em crescimento é capaz de se
tornar dominante. Tratamentos com FSH no início do
desenvolvimento folicular estimulam muitos folículos a
obterem um diâmetro de dominância (ADAMS et al.,
1993), sendo a base dos protocolos de superovulação
com FSH para colheita de embriões. Além disso, o
aumento da concentração sérica de FSH, decorrente
da destruição do FD após a divergência, resulta na
dominância do maior FS (KO et al., 1991, GINTHER et
al., 2000a). Da mesma forma, um folículo
aleatoriamente escolhido dentre um grupo de folículos
de 5 mm, no início da onda folicular, pode ser
direcionado para a dominância após a aspiração de
todos os outros da onda (GIBBONS et al.,1997). O
potencial para dominância no esperado início da
divergência é maior nos folículos maiores e decresce
progressivamente com o diâmetro, estando ausente nos
folículos menores de 7 mm (GINTHERr et al., 2001).
Talvez todos os folículos recrutados na mesma onda
possuam habilidade intrínseca para tornar-se dominante,
porém ao se aproximar da divergência, esta capacidade
se mantém apenas naqueles que alcançam primeiro
diâmetros maiores.
Supressores de FSH
A produção de estradiol e inibina, sobretudo pelas
células da granulosa do FD, atua inibindo a liberação
de FSH pela hipófise anterior (FINDLAY e CLARKE,
1987). Parece que estes hormônios são os principais
responsáveis pela supressão das concentrações
sistêmicas de FSH para níveis abaixo do limiar
necessário para manter o crescimento dos folículos
subordinados, os quais entram em atresia
(DRIACOURT, 1991).
Inibina
Além do seu efeito na supressão do FSH, o papel
preciso da inibina na seleção do FD não está
completamente elucidado. No entanto, formas de ativina
e inibina sintetizadas pelas células da granulosa estão
envolvidas na produção de andrógenos pelas células
da teca (FINDLAY, 1993). Em novilhas, MIHM et al.,
(2000), não observaram qualquer diferença nas
concentrações de folistatina, inibina-A e várias formas
de inibina com diferentes pesos moleculares no fluido
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folicular dos três maiores folículos quando o maior deles
atingiu 7,6 mm. Em outro estudo, usando o momento
do esperado início da divergência como referência (8,5
mm), também não houve diferença na quantidade total
de inibina e inibina-A entre o FD e o maior subordinado
(BEG et al., 2001). Por outro lado, AUSTIN et al. (2001)
observaram aumento significativo de formas
precursoras da inibina (> 48kDa) no maior folículo,
porém apenas no início da onda (5 a 33 horas após
pico de FSH), mantendo-se igual nos 4 maiores folículos
após a divergência e queda na concentração de FSH.
Estradiol
Em novilhas, observou-se aumento na concentração
sérica de estradiol no início da divergência. O aumento
ou decréscimo na concentração de estradiol neste ponto
resulta em decréscimo ou aumento, respectivamente,
na concentração de FSH, indicando uma relação
funcional entre estes dois hormônios (KULICK et al.,
1999; GINTHER et al., 2000b).
Além de atuar na regulação da liberação de FSH,
algumas ações locais do estradiol no ovário incluem:
estímulo do crescimento folicular (GOLDENBERG et al.,
1972); aumento da sensibilidade da granulosa às
gonadotrofinas, aumento na expressão de receptores de
LH e atividade da enzima P-450 aromatase (HILLIER,
1991); proliferação celular (BLEY et al., 1997) e proteção
destas células contra apoptose (MURDOCH, 1998).
Vários autores têm detectado aumento de estrógeno
no fluído folicular do folículo destinado a ser o
dominante. Estudos utilizando folículos de diâmetros em
torno da divergência folicular (8 a 10 mm) demonstram
maiores concentrações de estradiol no fluido folicular
do FD quando comparado ao subordinado
(SUNDERLAND et al., 1994; EVANS et al., 1997;
KULICK et al., 1999). Recentemente, MINHN et al,
(2000) ao dosar estrógeno dos três maiores folículos
no dia 3 do ciclo, ou seja 1,5 dias após a emergência
da onda, observaram aumento na concentração de
estradiol no maior deles (7,6 mm) quando comparado
ao primeiro (6,9 mm) e segundo (6,1 mm) folículos
subordinados.
Existem evidências de que o estradiol atua como um
facilitador local para a mudança na responsividade do
maior folículo do FSH para o LH (GONG et al., 1996)
no momento que ocorre queda na concentração sérica
de FSH.
Receptores de LH na Célula da Granulosa
Acredita-se que a aquisição de receptores para LH
(LHr) tem um importante papel na manutenção do
crescimento do folículo selecionado após a queda nos
níveis de FSH.
Alguns estudos sobre aquisição de LHr nas células
da granulosa iniciaram-se com XU et al., (1995), quando
demonstraram que RNAm para LHr começam a ser
expressos nas células da granulosa no dia 4 do ciclo
estral (dia 0 = dia da emergência), em folículos com
10,8 mm de diâmetro estando ausente em folículos de
6,8 mm no dia 2 do ciclo. Posteriormente, BAO et al.,
(1997) comprovaram o achado anterior e observaram
que em folículos maiores com 13,0 e 15,0 mm a
expressão de RNAm para LHr (detectáveis pela
hibridização in situ) nas células da granulosa destes
folículos foi 2 e 4 vezes maior, respectivamente, quando
comparada a folículos de 10,8 mm de diâmetro. Por
outro lado, EVANS et al., (1997) demonstraram
aumento na concentração de estradiol no FD em relação
ao subordinado nos dias 2 (8,0 mm) e 3 (9,7 mm) do
ciclo estral, entretanto sem níveis detectáveis de RNAm
(hibridização in situ) para LHr nas células da granulosa
destes folículos. Recentemente, BEG et al., (2001)
observaram uma diferença na expressão de RNAm de
LHr nas células da granulosa pela RT-PCR (reação em
cadeia da polimerase) entre os dois maiores folículos,
em média 8 horas antes de detectar qualquer aumento
no diâmetro de divergência ou na concentração de
estradiol no fluido folicular.
Uma outra evidência do papel do LH na divergência
no diâmetro é observado em vacas após tratamento
contínuo com um análogo do GnRH, o qual suprime a
secreção pulsátil de LH e o maior folículo não cresce
acima de 7 a 9 mm (GONG et al., 1995, FIKE et al.,
1997). Recentemente, um estudo avaliou o momento
no qual o FD adquire capacidade para ovular após
administração de doses crescentes de LH (SARTORI
et al., 2001). Neste estudo observou-se que folículos
com 7,0 a 8,5 mm de diâmetro eram incapazes de
ovular, mesmo perante altas doses de LH (40 mg) e
apenas folículos com no mínimo 10 mm de diâmetro
ovulavam com esta dosagem.
É provável que a seleção do FD seja um processo
progressivo e que os estágios iniciais da seleção
ocorram antes de uma perceptível diferença no diâmetro
(FORTUNE et al, 2001). O mecanismo completo que
leva à seleção ou divergência no diâmetro não está
completamente definido, mas parece estar claramente
associado à aquisição de LHr pelas células da
granulosa, ao aumento da concentração circulante de
estradiol-17b e ao decréscimo na concentração de FSH.
Aspiração Folicular (OPU)
Devido à dinâmica folicular em novilhas ou vacas
zebuínas e européias ser caracterizada pela presença
de duas ou três ondas de desenvolvimento folicular, é
possível realizar a recuperação de oócitos por via
transvaginal durante todo o ciclo estral, mesmo
repetidamente (KRUIP et al., 1994; PIETERSE et al.,
1991; BOLS et al., 1995; BUNGARTZ et al., 1995). Os
protocolos têm geralmente consistido de uma ou duas
aspirações semanais usando animais superovulados ou
não (LOONEY et al., 1994; BOLS et al., 1995;
BUNGARTZ et al., 1995; HASLER et al., 1995;
STUBBINGS e WALTON, 1995). Além disso, a OPU
permite a produção de embriões oriundos de vacas com
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problemas reprodutivos adquiridos (LOONEY et al.,
1994; HASLER et al., 1995; RODRIGUES e GARCIA,
2000), durante o primeiro trimestre de gestação
(BUNGARTZ et al., 1995; MEINTJES et al., 1995) ou
em novilhas pré púberes (ARMSTRONG et al., 1994;
BROGLIATTI e ADAMS, 1996).
Entretanto, a capacidade de desenvolvimento após a
fecundação é limitada e, apesar dos progressos feitos
nas condições de cultivo durante a maturação e
desenvolvimento embrionário, somente em torno de um
terço (LONERGAN et al., 1994, HENDRIKSEN et al.,
2000, DAYAN et al., 2000) dos oócitos selecionados
morfologicamente antes de serem submetidos a MIV,
resultam em embriões viáveis. Também existe uma ampla
variação individual na produção de embriões, KRUIP et
al., (1994) relataram uma variação entre as doadoras de
9% a 26% e HASLER at al., (1995) observaram variação
entre 4% a 33% e WATANABE  (2002) 0,3% a 13%.
A influência do tamanho folicular na competência
oocitária para o desenvolvimento in vitro foi confirmada
por LONERGAN et al., (1994), quando verificaram
aumento significativo na produção de embriões oriundos
de oócitos aspirados de folículos com mais de 6 mm de
diâmetro. PAVLOK et al., (1992), também observaram
melhor desempenho na produção de blastocistos quando
oócitos de folículos médios (2-4 mm) e grandes (4-8 mm)
foram utilizados em comparação a oócitos de folículos
pequenos (1-2 mm). Em revisão, HENDRIKSEN et al., (2000)
concluíram que a competência para o desenvolvimento in
vitro é maior para oócitos oriundos de folículos maiores que
6-8 mm quando comparado com folículos de 3-6 mm. No
entanto, CAROLAN et al. (1996) não observaram influência
do tamanho folicular sobre a maturação do oócito. Resultado
similar foi obtido por SENEDA et al., (2001) estudando oócitos
oriundos de folículos pequenos (<4 mm) e grandes (>4 mm)
aspirados in vivo.
Com relação ao estádio do desenvolvimento folicular,
MACHATKOVÁ et al., (1996) demonstraram que
oócitos colhidos nos dias 14 a 16 do ciclo estral
apresentavam melhores índices de competência para
o desenvolvimento embrionário quando comparados
aos aspirados nos dias 7, 8 e 9. Em revisão,
HAGEMANN (1999) conclui que o desenvolvimento até
blastocisto é significativamente maior em oócitos
colhidos durante a fase de crescimento folicular
independente do diâmetro do folículo, porém a
competência oocitária tendeu a aumentar em oócitos
oriundos de folículos maiores. Segundo HENDRIKSEN
et al. (2000), o FD afeta negativamente a competência
oocitária dos folículos subordinados provavelmente por
induzir avanço no estádio de atresia. Menores taxas de
recuperação e de blastocisto são observadas quando
a OPU é realizada semanalmente em comparação com
OPU a cada 3-4 dias (GOODHAND et al., 1999).
Possivelmente a alta freqüência nas aspirações previna
o estabelecimento do FD (HENDRIKSEN et al., 2000).
CASTILHO (2003), estudando a fase da primeira
onda e o diâmetro folicular sobre a competência
oocitária em Nelore observaram que não houve efeito
do diâmetro folicular sobre a produção de balstocistos,
mas houve interação do diâmetro com a fase folicular e
concluíram que a competência é melhor nos folículos
pequenos no início da onda e melhora nos folículos
maiores com o avanço da onda. Em Bos tauru
MACHATKOVÁ et al. (2004) comparando oócitos
aspirados em fase de crescimento e de dominância
folicular observaram taxa de blastocisto
significativamente superior em oócitos aspirados na fase
de crescimento. Anteriormente, STOCK e SMITH (1996)
utilizaram oócitos oriundos de folículos grandes para
maturar oócitos aspirados de folículos pequenos e
observaram que a taxa de blastocisto foi semelhante
às obtidas de oócitos de folículos maiores (6-9 mm).
Demonstrando, portanto, que fatores parácrinos
secretados pelo oócito e/ou células do cumulus durante
a maturação final são importantes para o
desenvolvimento pós-clivagem.
Em suma, o oócito para ser fertilizado in vivo é doado
pelo folículo saudável, durante uma fase específica do
ciclo estral. Ao passo que, os oócitos colhidos para a
produção in vitro são obtidos de folículos em diferentes
etapas do desenvolvimento e em fases distintas do ciclo
estral, portanto, expostos a diferentes concentrações
de estradiol, progesterona, LH e FSH. Estes fatores
podem afetar a competência oocitária para o
desenvolvimento de embriões in vitro (WIT et al., 2000).
No entanto, não há consenso entre os trabalhos para
definir um momento adequado da onda para se realizar
a aspiração in vivo, pois os resultados variam muito.
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